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【緒音】
ccN2/CTGFは噛乳動物では6つのメンバーからなるCCNファミリー タンパク質の古典的構成員で
ある｡このCCN2は内軟骨性骨形成における中心的役割を担っており､その遺伝子発現は長管骨の正
常な成長過程での転写および､転写後の両段階において厳密な制御下にある｡過去数年の間に､Ccn2
連伝子の3,-UTRを通じての転写後調節機構については研究が進み､特にシスエレメントや､それらに
特異的に結合するタンパク質の相互作用による新規の転写後調節機構が解明されてきた｡また最近､
この3,_UTRを介して遺伝子発現抑制を司る因子として､非コードRNA(ncRNA)がかかわっていること
が明らかになりつつある｡それらのncRNAの一種である､マイクロRNA(miRNA)は､近年生理的およ
び病理的観点から最も注目されてきている｡
miRNAは成熟状態で20から22塩基長の.タンパク質情報を持たないRNAである｡この特異なRNA
は､標的mRNAの選択的分解および､mRNAの翻訳阻害という少なくとも2つの遺伝子制御を有して
いることが知られている｡1個のmiRNAは3,-非翻訳領域(3'･UTR)にほぼ相補的な配列をもつ何千もの
遺伝子の転写後抑制因子として働く｡miRNAは噂乳動物では少なくとも数百種知られているので､真
核生物の生物学的営みのほとんどすべてにかかわると考えられている｡よって本研究では､血RNAと
軟骨分化との関わりという､･いまだに報告の少ないテーマを主眼とした｡
【材料と方法】
1.insilico解析
オンラインプログラムである､伽 getscan4･1を用いて､ヒトCcn2mRNAを標的とするmiRNAの予
測を行った｡
2.細胞培養
10%の牛胎児血清伊BS)を添加した DMEM 培地をこて､ヒトの軟骨肉腫から確立された軟骨細胞様細
胞株HCS-2/細 胞､ヒトの乳癌細胞株MDA-MB･231(MDA-231)細胞､お.よびヒトの子宮頚痛由来の細
胞株HeLa細胞を37℃の5%CO2下にて培養した｡
3.マイクロアレイ解析
HCS_2/8およびHeLa細胞を培養し､全RNAを抽出した｡その全RNAからmiRNAを精製し､マイ
クロアレイを用いmiRNAの細羅的解析を行った｡
4.レポータープラスミドの構築
以前の研究で構築されたpGL3L(+)瓜(-)プラスミドを用いて､ホタルのルシフェラーゼ遺伝子の下流
にt:トCcn23,･UTRcDNA全長､あるいはそれを制限酵素HindⅢ で切断した前半断片および後半断片
を接続したpGL3UTRS､pGL3SAlおよびpGL3SS3を構築した｡
5.m浪NAs の合成､DNA/RNA遺伝子導入､およびルシフェラーゼアッセイ
成熟m況NAはB･Bridgehtemationalhc.(MountainView､米国)に受託合成を依頼した｡コントロール
としては､含有塩基の順序をランダムに入れ換えたスクランブルRNAを用いた｡
遺伝子導入24時間前に､HCS-2/Sは20万､HeLaは12万の細胞数で12穴プレー トに播種した｡miRNA
の細胞-の遺伝子導入には､終濃度50nMになるように遺伝子導入を行った.導入から8時間後に､上
清の交換を行った後､レポーターアッセイを行うためのプラスミドDNAを遺伝子導入した｡24時間後
に上清交換､48時間後に､細胞の回収を行い通港に従いレポータージーンアッセイを行った｡
6.リアルタイムRT-PCR
miRNA導入24時間前に､HCS-2/Sを50万､MDA･231を20万の細胞数で6穴プレートに播種し､
終濃度30nMにてmiR･18aおよびスクランブルmiRNAを導入した｡24時間後に上清交換し､導入4i
時間後に細胞を回収した｡回収した細胞から､RNA の精製を行い､通法に従いリアルタイム RT-PCR
にて､遺伝子発現を解析した0
7.酵素免疫法(ELISA法)
CCN2タンパク質の定量は2個の異なる抗ヒトモノクロナル抗体(MAb8･64と8-86)を用いたサンドウ
ィッチELISA法によって行った｡MAb8-64をコーティングしたウェルにサンプルを加え､6度の洗浄
の後､ペルオキシダーゼ標識したMAb8-86を加えた｡テトラメチルベンジンを発色基質として用いた
酵素反応により､シグナルの定量化を行った｡
【結果】
1.ccN2遺伝子を標的とするmiRNAのt'nsilico予測
insilz.co解析で､CCN2mRNAを選択的に翻訳阻害に導くmiRhAを予測したところ､脊椎動物種間で
保存されている5種のmiRNAを特定した｡
2.軟骨細胞内で発現抑制されているmiRNAのマイクロアレイによる網羅的解析
HCS12/8細胞から抽出した小分子RNAを網羅的に解析したところ､5個のmiRNAの中でmiR-1iaの
発現が､コントロールのHeLa細胞に比して最も発現が低いことが分かった｡
3.ccn23'-UTRのポリ(A)近位のmiR･1Sa棟的部位の実験的な解明
合成miR-18aをHCS12/8に導入し､レポーター遺伝子を用いた実験でmiR-18aの標的部位を確認した
ところ､t'nsilico解析で予測した標的部位と一致した｡
4.HCS-2/8とMDA-231におけるmiR-1iaのCcn2抑制機構
軟骨細胞と乳癌細胞との間でmiR-18aの抑制機序の比較を行ったところ､miR-188は軟骨細胞では翻
訳レベルでCcn2発現を抑制する一方､乳癌細胞ではCcn2mRNAの分解を促進することも明らかにな
った｡
5.miR-18aがHCS･2/8の成熟軟骨細胞形質に与える影響
miR-18aの強制導入が軟骨細胞の分化形質に与える影響をHCS-2/i細胞を用いて解析したところ､軟
骨の主要な分化マーカーであるアグリカンの遺伝子発現を有意に抑制することが分かった｡
【考察および結論】
本研究により初めて miR･18aが ccN2産生を抑制し､さらには軟骨細胞の表現型を抑制する重要な
miRNAと同定した｡無論miR-18aの標的はCcn2だけではないため､今回見られた軟骨細胞の表現型に
対する効果はそれ以外の標的遺伝子を介する可熊性も残っている｡しかしながら以上の所見は､いまだ
生理的機能に未解明な点の多いmiRNAの研究において､特定のmiRNAが軟骨細胞分化､形質維持に
深く関わることを示す重要な知見と言える｡
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
本研究は■acng遺伝子を標的とするマイクロRNA(miRNA)をjDSil'co解析で予測
し､予測されたmiRNAが実際にCCN2の発現を抑制することを確認した後､特定
のmiRNAがCcD2遺伝子を介して､軟骨細胞の分化を抑制する一連の制御機構を
探ったものである｡
まず､)'nsl'1'co解析によりCcD2mRNAを標的とする5個のmiRNAを特定し､軟骨
細胞株HCS･2/8を用いた系では､microRNA18a(miR･18a)がマイクロアレイ解析に
よって軟骨細胞内での発現が低いことが分かったOまた､)'DSl'1'co解析により予測
されたmiR･18aの標的部位をレポータージーンアッセイにより確認したところ､
)'LZSiZ1'co解析の予測通りCcn23'･UTRのpoly(A)近傍の最下流域にmiR･18aの標的
融位が存在することを確認した｡さらに､実際に合成したmiR-18aを細胞-溝伝子
導入し､Ccn2mRNAレベルおよびCCN2タンパク質レベルに対する抑制効果を
解析したところ､軟骨細胞においてはタンパク質レベルにおいてCcn2遺伝子の発現
を抑制するのに対して､同じCCN2タンパク質を高発現する乳癌細胞においては
acn2mRNAレベルでの発現の抑制が認められた.最後に軟骨の主要な分化マムカー
であるアグリカンの遺伝子発現をmiR･18aがCCN2の発現レベルの抑制を介して
抑制することを明らかにし､それによってmiR-18aが､軟骨細胞の表現型に影響を
与えることを確認した｡
これらの知見はmiRNAによる軟骨細胞分化の抑制という新規の制御機構を知るうえ
で非常に有用であり､よって､本研究は博士 (歯学)の学位論文に値するものと認めた｡
